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研究成果の概要（和文）：　う蝕原性細菌であるStreptococcus mutansにおいて、菌体表層に分子量約 120 kDa
 のコラーゲン結合タンパク（Cnmタンパク）および分子量約 190 kDa の Protein Antigen（PAタンパク） の両
方のタンパクを発現する株において生じる非アルコール性脂肪肝炎悪化メカニズムを検討した。その結果、不飽
和脂肪酸の１つであるオレイン酸がある程度蓄積された肝臓細胞では、Cnm タンパクを介して肝臓細胞に付着す
ることとPA タンパクを介して脂肪酸と結合することによって、肝臓への菌の付着が有意に増加することで非ア
ルコール性脂肪肝炎を悪化させることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of aggravation of non-alcoholic steatohepatitis caused by 
Streptococcus mutans, a major pathogen of dental caries, was investigated focusing on the cell 
surface 120-kDa collagen-binding protein (Cnm protein) and 190-kDa Protein Antigen (PA). In hepatic 
cells with accumulated oleic acid, a type of unsaturated fatty acids, S. mutans demonstrated an 
ability to attach the hepatic cells via Cnm protein. In addition, bacterial adhesion to unsaturated 
fatty acids occurred via PA antigen, causing a prominent increase in bacterial adhesion to hepatic 
cells, thus leading to aggravation of non-alcoholic steatohepatitis.

研究分野：小児歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、アルコール非摂取者において生じる
過剰栄養摂取に起因する肝障害が注目を集
めている。これらは、非アルコール性脂肪肝
と総称され、肝臓の炎症性変化や線維化の進
行した病態は、非アルコール性脂肪肝炎
(Non-alcoholic steatohepatitis; NASH)と
呼ばれている。歯周病原性細菌と NASH との
関連についての研究が、いくつかのグループ
で行われてきたが、う蝕原性細菌
Streptococcus mutansによる病原性を扱った
研究は行われてこなかった。 
これまでに、我々の研究グループはS. mutans
のうち一部の菌株が NASH の増悪化に関与し
ている可能性があることを明らかにした。実
験には、脂肪肝炎を引き起こすのに通常 48
週間ほど必要な NASH モデルマウスを用いた
が、一部の S. mutans 菌株を感染させた群で
は、感染後 8週程度で有意な体重増加と脂肪
蓄積を伴う肝重量増加が認められた。また、
病理組織像を検討すると、脂肪蓄積や局所の
線維化という NASH 特有の所見を呈した。 
その後、この一部の菌株の表層には、分子量
約 190kDa の Protein antigen(PA タンパク)
および分子量約 120kDa のコラーゲン結合タ
ンパク(Cnm タンパク)が共通して発現してい
ることが明らかになった。PA タンパクは、S. 
mutans の菌体における疎水性結合に関連す
ることが知られており、PAタンパクの存在は
菌の脂肪酸との結合に関連している可能性
があると考えた。また、Cnm タンパクは菌の
コラーゲン結合能に関連するため、Cnm タン
パクの存在はコラーゲンに富む肝臓組織へ
の付着や細胞への侵入に関与している可能
性も考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、S. mutans の及ぼす NASH
の増悪化メカニズムに関して、PA タンパクお
よび Cnm タンパクに焦点をあてて、様々な in 
vitro 系の実験および動物モデルを用いて検
討し、その詳細を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス NASH モデルにおける検討 
 C57BL/6J マウス(6 週齢、オス)に 4週間高
脂肪食(high-fat diet; HFD)を摂取させた後、
頸静脈より 1×107 CFU の S. mutans 菌株を投
与する群と非投与の群に分けた。供試菌には 
S. mutans の血液分離株であり Cnm および PA
タンパクの両方を発現する TW871 株、TW871
株の Cnmタンパクをコードする遺伝子を不活
化することでCnmタンパクを発現しないよう
にしたTW871CND株、TW871株のPAタンパクを
コードする遺伝子を不活化することで PA タ
ンパクを発現しないようにした TW871PD 株
を用いた。菌投与12週後に各群における体重
を測定し、屠殺後に摘出した肝臓および内
臓脂肪を観察して重量を測定した。 
また、各群より摘出した肝臓組織切片を作成

し、Hematoxylin-Eosin (HE) 染色および 
Masson’s-trichrome (MT) 染色を行い、マ
ウス肝臓における脂肪の蓄積、炎症性変化
および線維化の有無の評価を行った。さらに、 
抗 IFN-γ抗体と抗メタロチオネイン抗体を
用いた免疫染色を行った。加えて、4週間 HFD
を摂取させたマウスの頸静脈より TW871 株、
TW871CND 株、TW871CND 株において Cnm タン
パクを発現できるように遺伝子導入した相
補株(TW871CNDcomp 株)、TW871PD 株、TW871PD
株において PA タンパクを発現できるように
遺伝子導入した相補株 (TW871PDcomp 株)お
よび TW871 株の Cnm タンパクをコードする遺
伝子と PAタンパクをコードする遺伝子の両
方を不活化することでCnmタンパクおよびPA
タンパクの両方を発現しないようにした変
異株(TW871CNPD 株)を投与し、12 週後の体
重、肝重量および内臓脂肪重量を測定した。 
(2)脂肪酸に対する S. mutans 結合能の検討 
 従来のヘキサデカンを用いた菌体における
疎水性実験の手法をもとに、不飽和脂肪酸(オ
レイン酸およびリノール酸)と飽和脂肪酸(パ
ルミチン酸およびトリパルミチン酸)を使用
して、S. mutans の発現するPAタンパクの有
無による脂肪酸との結合能の違いを評価した。
分析には、TW871 株、TW871CND 株および
TW871PD 株に加えて、S. mutans の標準株で
ある日本人小児口腔由来の MT8148 株(Cnm 
陰性、PA 陽性)、抜歯後菌血症患者からの血
液分離株である TW295株(Cnm 陽性、PA 陰性)
を使用した。 
(3)肝細胞に対するS. mutans 付着能の検討  
 ヒト肝臓癌由来培養細胞であるHepG2細胞
に対してオレイン酸を添加することにより
脂肪化を生じさせた。この脂肪化した細胞お
よびオレイン酸を添加せず通常通り培養し
た細胞を用いて、供試菌の付着能を検討した。
検討には、TW871 株、TW871CND 株、TW871PD
株、MT8148 株および TW295 株を使用した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス NASH モデルを用いた分析 
 TW871 株投与群の体重および肝臓重量は、
非投与群、TW871CND 群および TW871PD 株投与
群と比較して有意に高い値を示した。また、
TW871 株投与群より摘出した肝臓組織は、HE
染色において大滴性の脂肪化を認めた。さら
に、MT 染色において肝実質および血管周囲に
初発線維化像を認めた。一方で、非投与群、
TW871CND株およびTW871PD株投与群より採取
した肝臓組織ではこれらの所見は認められ
なかった。また、免疫染色より TW871 株投与
より摘出した肝臓組織におけるメタロチオ
ネインの発現が他群と比較して多く認めら
れた。IFN-γの発現は TW871 株投与群より摘
出した肝臓組織においてのみ認められた。次
に、実験開始 16 週後のマウスより採取した
肝臓の重量を測定したところ、TW871comp 株
投与群およびTW871PDcomp株投与群の肝重量
は、TW871CND 株投与群および TW871PD 株投与



群の肝重量と比較して有意に高い値を示し
た。TW871CNPD 株投与群の肝重量は欠失株投
与群の肝重量と比較して有意に低い値を示
した。また、屠殺時のマウスより採取した内
臓脂肪重量は、すべての群において有意差を
認めなかった。 
(2)脂肪酸と供試菌との結合能の分析 
PA タンパクを発現している MT8148 株、TW871
株および TW871CND 株は、すべての脂肪酸と
高い結合能を示した。一方で、PA タンパクを
発現していない TW295 株および TW871PD 株は、
ヘキサデカンおよび不飽和脂肪酸に対して
低い結合能を示した。 
(3)肝臓細胞と供試菌との付着の分析 
Cnm タンパクを発現している TW295 株、TW871
株および TW871PD 株は、他の株と比較して有
意に高い付着能を示した。一方で、オレイン
酸を添加して脂肪化した肝臓細胞には、Cnm
および PA タンパクの両方を発現する TW871
株が、他の株と比較して有意に高い付着能を
示した。 
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